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·论著 ·

多器官功能障碍综合征大鼠小肠深肌层
Cajal 间质细胞的凋亡现象
谢明征    齐清会

【摘要】 目的 观察多器官功能障碍综合征（MODS）大鼠小肠深肌层 Cajal 间质细胞（ICC-DMP）的凋

亡现象，以及表型标志酪氨酸激酶受体（c-kit）、线粒体凋亡信号通路 Bcl-2 和 Bax 表达的变化，揭示 MODS 状

态下胃肠运动功能障碍的机制。方法    健康成年 Wistar 大鼠 40 只，按随机数字表法分为对照组（20 只）和

MODS 组（20 只）。经腹腔注射 8×108 cfu/mL 大肠杆菌混悬液 1 mL 制备细菌性腹膜炎致 MODS 大鼠模型；对

照组给予等量生理盐水。制模 24 h 后，取大鼠上段小肠肌层制作全厚标本，分别应用透射电镜扫描、免疫荧光

双标染色、激光扫描共聚焦显微镜，观察两组大鼠小肠 ICC-DMP 的超微结构、网络结构及 c-kit 和 Bax/Bcl-2
的表达。结果    大体标本观察显示：对照组大鼠胃肠蠕动正常；MODS 组大鼠麻痹性胃肠梗阻症状明显。透射

电镜下观察显示：ICC-DMP 中间丝结构清晰，无肿胀线粒体，染色质分布均匀，核周聚集少量异染色质；MODS
组 ICC-DMP 中间丝模糊，线粒体肿胀明显，细胞核内有大量染色体聚集。共聚焦显微镜下观察显示：对照组 
ICC-DMP 网络结构清晰，c-kit 和 Bcl-2 表达强烈且区域重合，而 Bax 表达较弱并呈散点样分布； MODS 组

ICC-DMP 数量较对照组显著减少（个 /HP ：15.80±2.30 比 25.70±3.97，t＝6.819，P＝0.000），网络完整性损伤 
明显；c-kit 和 Bcl-2 的表达较对照组明显降低〔c-kit（荧光强度）：129.56±36.90 比 307.23±40.07，t＝10.314，
P＝0.000 ；Bcl-2（荧光强度）：103.23±25.19 比 378.92±43.79，t＝17.259，P＝0.000〕， 而 Bax 表达较对照组明

显增加（荧光强度：270.94±36.98 比 92.57±20.92，t＝-13.277，P＝0.000）。结论    MODS 致胃肠动力障碍的

机制可能与 ICC-DMP 超微结构损伤、 c-kit 表型改变和线粒体凋亡途径的激活密切相关。
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【Abstract】 Objective　To observe the apoptosis of interstitial cells of Cajal in deep muscular layer ( ICC-DMP )  
of small intestine in rats with multiple organ dysfunction syndrome ( MODS ) as a result of bacterial peritonitis, and the 
expression of c-kit ( an ICC phenotype marker ) and Bax/Bcl-2, in order to investigate the mechanism of gastrointestinal 
motility dysfunction in MODS. Methods    According to the random number table, 40 Wistar rats were randomly 
divided into two groups: control group ( n = 20 ) and MODS group ( n = 20 ). The MODS model in rats was reproduced 
by intraperitoneal injection of 8×108 cfu/mL Escherichia coli suspension 1 mL, and the control group was given the 
same amount of normal saline. After 24 hours, the upper small intestine was harvested for examination. Ultrastructure 
of ICC-DMP was observed using electron microscope. The network structure of ICC-DMP and the expression of c-kit 
and Bax/Bcl-2 were observed and determined with immunofluorescence and laser scanning confocal microscope. 
Results Macroscopic observation revealed that the gastrointestinal motility of rats was normal in the control group. 
Compared with the control group, gastro intestine was significantly expanded with parulytic ileus in MODS group. It was 
shown by transmission electron microscopy that intermediate filament structure of ICC-DMP was clear without swelling 
of mitochondria; chromatin distributed uniformly with small amounts of heterochromatin aggregated in perinuclear. 
Compared with the control group, intermediate filament structure of ICC-DMP was fuzzy, and mitochondria were 
swollen obviously in MODS group; chromatin was assembled in nucleus centre. It was shown by laser scanning confocal 
microscope that the network structure of ICC-DMP was clear, the expression of c-kit and Bcl-2 was strongly and 
overlapping; the expression of Bax was weak and scatter distributed. Compared with control group, ICC-DMP quantity 
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 多器官功能障碍综合征（MODS）是在急危重

疾病反应过程中同时或序贯出现 2 个或以上重要器

官系统功能障碍的临床综合征［1-2］。MODS 概念提

出至今已有 40 余年，但病死率仍居高不下，是威胁

急危重病患者生命的重要原因之一［3-4］。充分认识

MODS 的病因和发病机制，有助于早期诊断与治疗，

及时阻断病情的发展［2，4］。近年来研究证明，胃肠动

力功能障碍导致的肠源性内毒素血症和菌血症是促

发 MODS 的重要原因［5-7］。深肌层 Cajal 间质细胞

（ICC-DMP）上表达多种神经递质，是肠神经冲动传

递至平滑肌的中介和桥梁，其形态和功能的改变直

接影响胃肠的运动功能［8-9］。本研究通过建立细菌性

腹膜炎致 MODS 动物模型，观察大鼠小肠 ICC-DMP 
的超微结构、网络结构以及 Bax/Bcl-2 表达的变化，探

讨 ICC-DMP 的凋亡对 MODS 胃肠运动功能的影响。

1    材料和方法

1.1    主要实验试剂：兔抗大鼠 Bax 和 Bcl-2 抗体

（武汉博士德生物工程有限公司），山羊抗大鼠表型

标志酪氨酸激酶受体（c-kit）抗体和驴抗兔异硫

氰酸荧光素（FITC）标记的 IgG 抗体（美国 Santa 
Cruz 公司），驴抗山羊 Cy3 标记的 IgG 抗体（美国

Proteintech Group 公司）， 4，6- 二乙酰基 -2- 苯基

吲哚（DAPI，江苏碧云天生物技术研究所），牛血清

白蛋白（BSA，美国 Sigma 公司），荧光封片剂（美国

Vector 公司），Tris-Hcl、曲通 X-100（Triton X-100，
美国 Amresco 公司）；大肠杆菌混悬液（E.coli）由大

连医科大学附属第一医院检验科提供。

1.2    实验动物分组及 MODS 模型建立：清洁级成年

Wistar 大鼠 40 只，雌雄不限，体质量约 200 g，购自

大连医科大学动物实验中心，动物合格证号：SCXK
（辽）2008-0002。按随机数字表法将大鼠分为对照

组和 MODS 组，每组 20 只。无菌条件下腹腔注射 
8×108 cfu/mL 大肠杆菌混悬液 1 mL 建立细菌性腹

膜炎致 MODS 模型［10］；对照组注射 1 mL 生理盐水。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法

1.3.1    小肠肌层全厚标本的制作：模型建立 24 h 后

取各组存活大鼠的上段小肠，迅速去除肠管内容物，

用 4% 多聚甲醛固定过夜（4 ℃）。解剖显微镜下剥

除黏膜和黏膜下层，制作小肠肌层全厚标本。

1.3.2    透射电镜观测：将小肠肌层全厚标本切成 
1 mm×1 mm×1 mm 的肌条，于 3% 戊二醛中室温

下预固定 2 h，1% 四氧化锇再次固定 1.5 h，丙酮逐

级脱水、包埋、固化、超薄切片机切片，3% 醋酸铀 -
枸橼酸铅双染，透射电镜下观测并采集图像。

1.3.3    激光扫描共聚焦显微镜观测：参照 Nemeth
和 Puri［11］的实验方法进行免疫荧光染色。将小肠

肌层标本于 0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲液（含 0.5% 
TritonX-100）中孵育4 h， 1% BSA室温封闭1 h， 4 ℃ 
山羊抗大鼠 c-kit 抗体孵育 48 h，驴抗山羊 Cy3 标

记的 IgG 抗体避光孵育 2 h， 4 ℃兔抗大鼠 Bax 或

Bcl-2 抗体避光孵育 48 h，驴抗兔 FITC 标记的 IgG
抗体避光孵育 2 h，荧光封片剂封片。以 488 nm 的

激发波长激发 FITC，543 nm 的激发波长激发 Cy3，
显微镜下观测并采集图像。ICC-DMP 阳性标识为

红色，Bax 和 Bcl-2 阳性标识为绿色。每组取 10 个

标本检测，应用 EZ-C1 3.70 软件进行图像采集和重

建，应用 Image-Pro Plus 6.0软件进行荧光表达分析。

1.4    统计学处理：采用 SPSS 13.0 软件对数据进行

统计学分析。计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表

示，采用成组 t 检验；计数数据采用χ2 检验；P＜0.01
表示差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    动物死亡率：制模 24 h 后，对照组 20 只大鼠

均存活；MODS 组 20 只大鼠中死亡 11 只，死亡率为

55%，与对照组比较差异有统计学意义（P＜0.01）。
2.2    胃肠大体标本：对照组大鼠腹腔无腹水或少量

无色腹水，胃肠形态正常，肠管呈粉红色，蠕动正常。

MODS 组大鼠腹腔内有大量腹水，肠管呈暗红色且

扩张明显，胃肠梗阻征象明显；肠腔内可见血性渗出

in MODS group was significantly reduced ( cells/HP: 15.80±2.30 vs. 25.70±3.97, t = 6.819, P = 0.000 ), and ICC 
network was incomplete. The expression of c-kit and Bcl-2 was significantly decreased as compared with control group  
[ c-kit ( fluorescence intensity ): 129.56±36.90 vs. 307.23±40.07, t = 10.314, P = 0.000; Bcl-2 ( fluorescence intensity ):  
103.23±25.19 vs. 378.92±43.79, t = 17.259, P = 0.000 ], whereas, the expression of Bax was significantly increased 
( fluorescence intensity: 270.94±36.98 vs. 92.57±20.92, t = -13.277, P = 0.000 ). Conclusion    The mechanism of 
gastrointestinal motility dysfunction in MODS maybe closely related to ultrastructural damage of ICC-DMP, changes of 
c-kit phenotypic and activation of mitochondrial apoptosis pathway.

【Key words】 Multiple organ dysfunction syndrome;    Interstitial cells of Cajal in deep muscular layer;    
Apoptosis;    Bax;    Bcl-2
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液，部分黏膜坏死。

2.3    透射电镜下观察（图 1）：对照组 ICC-DMP 胞

质内可见大量结构清晰的中间丝，未见肿胀的线粒

体；染色质分布均匀，细胞核边缘可见少量的异染色

质聚集。与对照组比较，MODS 组 ICC-DMP 细胞

质内容物电子密度明显降低，且分布明显不均匀，中

间丝结构紊乱，形态模糊，连续性被破坏，细胞质有

大量空泡形成，并可见大量明显肿胀的线粒体；细胞

核电子密度明显升高，且分布明显不均匀，异染色质

在细胞核中央聚集成团块状，在细胞核边缘成簇状

附着在核膜内侧。

较对照组明显减少（P＝0.000），细胞两端发出的突

起长度缩短，部分细胞甚至无突起可见，相邻细胞

间的距离增大；c-kit 表达较对照组明显减弱（P＝
0.000），阳性表达区域不能包绕细胞核，提示 Cajal
间质细胞（ICC）上的 c-kit 表型发生变化，仅在细

胞局部表达；Bcl-2 表达较对照组明显减弱（P＝
0.000），且分布不均。

表 1    两组大鼠小肠 ICC-DMP 网络
和 Bax/Bcl-2 表达分析（x±s）

组别 动物数（只） ICC 数量（个 /HP） c-kit（荧光强度）

对照组 10 25.70±3.97 307.23±40.07
MODS 组 10 15.80±2.30 129.56±36.90
t 值 6.819 10.314
P 值 0.000   0.000

组别 动物数（只） Bcl-2（荧光强度） Bax（荧光强度）

对照组 10 378.92±43.79   92.57±20.92
MODS 组 10 103.23±25.19 270.94±36.98
t 值 17.259 -13.277
P 值   0.000     0.000

        注：ICC-DMP 为深肌层 Cajal 间质细胞，MODS 为多器官功能障

碍综合征，ICC 为 Cajal 间质细胞，c-kit 为表型标志酪氨酸激酶受体

图 1    透射电镜下观察两组大鼠小肠深肌层 Cajal 间质细胞

（ICC-DMP）超微结构 对照组（A）ICC-DMP 胞质内存在大

量的中间丝，未见肿胀的线粒体；染色质密度均匀，胞核边缘

存在异染色质聚集。与对照组比较，多器官功能障碍综合征

（MODS）组（B）ICC-DMP 胞质电子密度明显降低，中间丝呈

絮状且形态紊乱，胞质中存在大量空泡，线粒体肿胀明显；胞

核电子密度不均，其边缘和中央可见大量的染色质聚集    醋
酸铀 - 枸橼酸铅双染    ×1 000

图 2    激光扫描共聚焦显微镜下观察 Bcl-2（A、 B）和 Bax（C、 D）在两组大鼠小肠深肌层 Cajal 间质细胞（ICC-DMP）网络上的表达    
红色标记表型标志酪氨酸激酶受体（c-kit），绿色标记 Bcl-2（A、 B）和 Bax（C、 D），蓝色标记细胞核。对照组（A）ICC-DMP 形态清晰，

呈线形排列，细胞两端发出突起并相互连接成网络结构，Bcl-2 和 c-kit 表达清晰；对照组（C）ICC-DMP 呈梭形，细胞排列整齐，并可见

成对出现的 ICC-DMP，相邻细胞通过突起相互连接，c-kit 表达清晰，Bax 表达较弱并呈散在分布。多器官功能障碍综合征（MODS）组

（B、D）ICC-DMP 形态模糊，结构相互间的连接减少，数量减少，突起长度缩短，相邻细胞间的距离增大；c-kit 呈散在分布，表达较对照组

明显减弱，表型发生变化，仅在细胞局部表达，ICC-DMP 网络样结构受到明显的破坏；Bcl-2 表达较对照组明显减弱，且分布不均（B），而
Bax 荧光强度明显增强，分布密集（D）    免疫荧光    高倍放大

2.4    激光扫描共聚焦显微镜下观察

2.4.1    小肠 ICC-DMP 上 Bcl-2 的表达（图 2；表 1）：
对照组（图 2A）ICC-DMP 形态清晰，呈线形排列，

细胞两端发出突起，并相互连接成网络结构，c-kit
表达较强；Bcl-2 阳性表达与 c-kit 阳性表达有大面

积的重合区域。MODS 组（图 2B）ICC-DMP 形态

模糊，网络样结构受到明显的破坏，ICC-DMP 数量

2.4.2    小肠 ICC-DMP 上 Bax 的表达（图 2 ；表 1）：

对照组（图 2C）ICC-DMP 呈梭形，细胞间通过两端

发出的突起相互连接，细胞排列整齐，c-kit 阳性表

达区域包绕细胞核，形成清晰的细胞结构，并可见成

对出现的 ICC-DMP ；Bax 表达较弱，呈散在分布，且

与 c-kit 阳性表达重合区域较少。MODS 组（图 2D）
ICC-DMP 数量较对照组明显减少（P＝0.000），c-kit
表达呈散在分布，细胞结构模糊，相互间的连接减

少，荧光强度明显降低（P＝0.000）；Bax 荧光强度

明显增强（P＝0.000），分布密集，与 c-kit 阳性表达

重合区域较多。
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3    讨    论
 解剖学研究证实，ICC 在消化道平滑肌全层

均有分布，可分为肌间 ICC（ICC-MY）、黏膜下 ICC
（ICC-SM）、肌内 ICC（ICC-IM）和 ICC-DMP［8，12-13］。 
其中，ICC-DMP 是分布在小肠环层肌内的一个

特殊类型的 ICC-IM，与环层肌深肌丛神经联系紧 
密［14-15］。近年来研究发现，ICC-DMP 拥有数目众

多的线粒体和小凹蛋白，与平滑肌细胞间存在缝隙

连接，同时与肠神经末梢存在紧密连接［16-17］。免疫

学研究证实，ICC-DMP 可强烈表达 P 物质（SP）神

经递质受体 NK1R，同时在出生不久的大鼠 ICC-
DMP 上即可发现呈阳性表达的 NK1R，而其临近的

神经突触则可以表达 SP［18］，所以认为 ICC-DMP 是

肽能神经的传递中介。其他多种兴奋性肠神经（如

胆碱能神经）和抑制性肠神经（如一氧化氮能神经）

都在 ICC-DMP 上存在作用靶点［19-21］。因此，ICC-
DMP 具有将胃肠神经信号传递至平滑肌细胞，最终

促发胃肠蠕动的重要生理功能［22］，其形态结构和生

理功能的损伤与胃肠动力减弱密切相关。

 MODS 状态下机体首先保证心、脑、肾等重要器

官的功能，循环系统发生血流再分配，导致消化系统

出现缺血性损伤，进一步破坏黏膜屏障，发生肠源性

菌血症等病理改变。持续的病理因素作用下可以诱

发细胞凋亡。Duran-Bedolla 等［23］发现，在脓毒症发

展至 MODS 过程中，线粒体功能障碍导致的氧化还

原失衡反应具有重要作用。国内学者研究发现，线

粒体膜通透性转换孔（MPTP）的激活是诱发脓毒症

大鼠肝细胞凋亡的重要机制之一［24］。这些研究结

果均提示线粒体途径的激活可能与危重病细胞损伤

密切相关。本实验利用透射电镜对 ICC-DMP 超微

结构的观察亦得出相似的结论。在 MODS 状态下，

ICC-DMP 出现了染色质中聚和边聚、线粒体肿胀明

显、细胞质空泡形成等一系列的典型凋亡特征，提示

MODS 状态下 ICC-DMP 发生了凋亡，且线粒体的损

伤可能在其中起到了关键性作用。

 目前的研究观点认为，线粒体膜通透性改变导

致的细胞色素 C（Cyt C）释放是细胞凋亡的中心环

节［25］。Bcl-2 和 Bax 是决定线粒体膜通透性的一对

关键蛋白。存在于细胞质中的 Bax 蛋白被激活后，

不可逆性地开放 MPTP，损伤氧化呼吸链，减少 ATP
生成，细胞能量代谢发生障碍，同时 Cyt C 被释放至

胞质激活线粒体凋亡途径［25-28］。Bcl-2 蛋白具有稳

定线粒体膜、抑制 Cyt C 释放、阻断线粒体凋亡途径

激活的作用［25-28］。本研究结果显示，MODS 大鼠小

肠 ICC-DMP 上的 Bax 表达较对照组明显升高且分

布密集，而 Bcl-2 表达则明显下降。提示 MODS 状

态下 ICC-DMP 上的 Bax 和 Bcl-2 表达与分布的异

常变化使得线粒体膜通透性持续性升高，导致 Cyt C 
释放，激活线粒体凋亡途径，最终诱发细胞凋亡。另

外本研究还显示，MODS 发生后大鼠小肠 ICC-DMP
上 c-kit 的表达明显减少，在一些 ICC-DMP 细胞膜

上呈部分表达，细胞形态紊乱，发出的突起缩短，部

分细胞甚至无突起，ICC-DMP 网络受到明显破坏。

c-kit 是控制 ICC 存活和增殖的关键因素，同时也

是目前公认的 ICC 特异性标志蛋白，可以被干细胞

因子（SCF）激活。研究证实，通过控制 SCF 可以阻

断 c-kit 的信号，导致 ICC 和空肠电节律的重建，当

c-kit 受体被阻断，ICC 几乎从空肠里完全消失，同

时慢波节律也消失［29-31］。研究亦发现，在不全性梗

阻的小肠近端 50 mm 处， c-kit 表达明显减弱，提示

ICC 的表型发生了变化，转变为平滑肌或者成纤维

细胞，从而导致 ICC 的慢波起搏、神经信号传导功

能破坏［32］。因此我们推断，MODS 发生后可以导致

ICC-DMP 表型改变，从而损伤 ICC-DMP 网络结构，

破坏胃肠道起搏的电生理基础和神经信号传递。

 综上所述，MODS 胃肠动力障碍的发生机制可

能与其激活 ICC-DMP 线粒体凋亡途径、ICC-DMP
表型改变和网络样结构破坏密切相关。研究发现，

Crohn 病患者结肠 ICC 的胞质和胞核电子密度均明

显降低［33］；而本研究显示，MODS 状态下大鼠小肠

ICC 细胞质电子密度呈下降趋势，而细胞核的电子

密度呈现不均一状态。此现象的发生是否意味着急

慢性损伤的病理生理机制不同，抑或与受累部位的

不同有关，尚待进一步研究证实。
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·科研新闻速递 ·
全身炎症反应及血清内毒素水平可预测酒精性肝炎
多器官功能衰竭和死亡
  酒精性肝炎（AH）经常发展为多器官功能衰竭（MOF）而死亡。然而，发生机制和促进因素在很大程度上是未知的。患

者甚至在入院时没有感染的情况下常表现出全身炎症反应综合征（SIRS）的症状。有学者推测 SIRS 的存在可能诱发 AH 患

者发生 MOF 并导致死亡。为了验证这个假设，他们在活检病理证实 AH 患者中进行了一项队列研究，在对所有患者的 SIRS
和感染进行评估后，采用多变量分析确定与 MOF 和 90 d 病死率相关的独立因素。结果显示：入院时，有 32 例（19.8%）患者

被诊断为细菌感染，而 75 例（46.3%）符合 SIRS 诊断标准。58 例患者（35.8%）住院期间发生了 MOF。短期病死率在发生

MOF 患者中较高（62.1% 比 3.8%，P＜0.001）。SIRS 的存在是 MOF 的主要预测因素（比值比＝2.69，P＝0.025），并与病死率

密切相关。研究还发现，只要存在 SIRS，无论有无感染，患者 MOF 发展进程和短期病死率是相似的。最后，研究者试图通过

检测血清标志物区分 SIRS 和感染。结果显示，入院时血清高敏 C- 反应蛋白（hs-CRP）、降钙素原（PCT）和脂多糖（LPS）均

可预测病死率。PCT 还可确定那些存在 SIRS 和感染的患者，但血清 hs-CRP 不行；血清 LPS 水平可预测 MOF 和对泼尼松龙

治疗的反应。研究者据此得出结论：无论是否存在感染，SIRS 都是 AH 患者 MOF 和病死率的主要预测因子；血清 PCT 水平可

以帮助识别患者是否有感染；LPS 水平可能有助于预测病死率和对激素治疗的反应。

喻文，罗红敏，编译自《Hepatology》，2015-03-11（电子版）


